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@ Die Sequenz der Dihydroorotat-Dehydrogenase aus Corynebacterium glutamicum und deren Einsatz bei der 
mikrobiellen Produktion von Pyrimidinen und/oder mit Pyrimidin verwandten Verbindungen 

® Die vorliegende Erfindung besteht aus Nucleotidse- 
quenzen eines Gens (pyrD) fur die Pyrimidinbiosynthese 
aus Corynebacterium glutamicum und ihrem Einsatz zur 
mikrobiellen Produktion von Pyrimidinen. 
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Bcschrcibung 

Die vorliegende Erfindung befaBt sich mit dem ProduktionsprozeB von Pyrimidinen durch Fermentation mit Hilfe ei- 
nes gentechnisch veranderten Organismus. Diese Erfindung besleht in der Sequenz der Dibydroorolat-Dehydrogenase 

5 aus Corynebacterium glutamicum und deren Einsatz zur rnikrobiellen Produktion von Pyrimidinen und/oder von mit Py- 
rimidin verwandtcn Vcrbindungen. 

Der Biosyntheseweg fur Pyrimidine ist fur alle lebenden Organismen essentiell (ein Ubersichtsartikel hierzu findet 
sich von Switzer, R.L. und Quinn, C.L. in Bacillus subtilis (Hrsg.: Sonenshein, A.L., Hoch, XA. und Losick, R., Ameri- 
can Society for Microbiology, Washington, D.C.), 1993, S. 343-358. Die Pyrimidinnuclcotidc sind Pyrimidinderivate 

to und als solche aktivierte Vorstufen der DNA und RNA und fur viele Biosynthesewege. In den Pyrimidinnucleosiden Cy- 
tidin, Uridin, Deoxycytidin und Deoxythymidin ist eine Pyrimidinbase an eine Pentose gebunden, die Pyrimidinnucleo- 
tide sind die Phosphatester der Pyrimidinnucleoside. Pyrimidinnucleoside und Pyrimidinnucleotide und deren Derivate 
sind auch wichtige Ausgangsverbindungen zur Synthese wertvoller Arzneimittel, wie z. B. CDP-Cholin, Orotsaure oder 
UMP (ein Ubersichtsartikel hierzu gibt es von Kuninaka, A. in Biotechnology, Vol. 6 (Hrsg.: Rehm, H.-J. und Reed, G.), 

15 VCH, Weinheim, Deulsch-land, 1996, S. 561-612) 

Viele, aber nicht alle Mikroorganismen konnen ihre Pyrimidinnucleotide sowohl de novo als auch aus von auBen an- 
gcbotcncn Pyrimidinbascn und Pyrimidinnucleosiden synthclisieren. Pyrirnidinbascn und/odcr Pyrimidinnucleoside 
kommen normalerweise nicht intrazeliular vor. Sie konnen jedoch unter manchen Wachstumsbedingungen im UberschuB 
gebildet werden und werden dann in das Kulturmedium ausgeschieden. Darum lassen sich Mikroorganismen zur fermen- 

20 tativen Produktion von Pyrimidinnucleotidcn und/odcr vcrwandten Vcrbindungen einsctzcn. 

Die Biosyntheseleistung der Mikroorganismen fur Pyrimidinnucleotide laBt sich durch gentechnische Veranderung 
des Pyrimidinbiosynthesewegs optimieren. Gentechnische Veranderung bedeutet hierbei, daB die Anzahl der Genkopien 
und/oder die Geschwindigkeit der Transkriplion der Gene fur den Pyrimidinsynlheseweg erhoht wird. Als Folge hiervon 
steigt der Anteil an Genprodukt und die intrazeUulare enzymatische Aktivitat. Eine erhohte enzymatische Aktivitat fuhrt 

25 zu cincr vcrmchrtcn Umwandlung von im Nahrmedium angcbotcnen Vcrbindungen zu Pyrimidinnucleotidcn und/odcr 
verwandlen Verbindungen und steigerl so die Syntheseleistung. So konnte man zeigen, daB z. B. ein Ansiieg der Aktivi- 
tat der Dihydroorotat-Dehydrogenase, die die Oxidation von (S)-Dihydroorotat zu Orotat katalysiert - dies ist die vierte 
Stufc bci der dc novo Pyrimidinbiosynthcsc fur Pyrimidinnuclcotidc - die UMP-Synthcsclcistung in Corynebacterium 
ammoniagenes erhoht (Nudler, A.A. Garibyan, A.G. und Bourd, Gi. (1991) FEMS Microbiol. Lett. 82: 263-266). 

30 Die Erfindung befaBt sich mit dem neuen pyrD-Gen fur die Dihydroorotat-Dehydrogenase des Pyrimidinbiosynthese- 
wegs aus Corynebacterium glutamicum und seinem Einsatz zur Herstellung von Pyrimidinnucleotiden und/oder mit Py- 
rimidin verwandten Verbindungen. 

Ein Teil der Erfindung besteht in dem pyrD-Genprodukt. Die SEQ ID NR. 2 beschreibt eine Polypeptidsequenz. Das 
pyrD-Gen kodiert ein Polypeplid aus 322 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 33953. Die vorliegende Erfin- 

35 dung befaBt sich aber auch mit funktionellen Derivaten dieses Polypeptids, die man erhalten kann, wenn man in der SEQ 
ID NR. 2 durch Deletion, Insertion oder Substitution oder durch cine Kombination von Deletion, Insertion und Substitu- 
tion eine oder mehrere Aminosauren, vorzugsweise bis zu 25% der Aminosauren ersetzt, am besten bis zu 15%. Der Aus- 
druck funktionelles Derivat bedeutet, daB die Enzymaktivitat des Derivats noch in der gleichen GroBenordnung liegt wie 
die des Polypeptids mil der Sequenz SEQ ID NR. 2. 

40 Ein weiterer Teil der Erfindung besteht in den Polynucleotidsequenzen, die die oben beschriebenen Polypeptide kodie- 
ren. Die Polynucleotidsequenzen lassen sich ausgehend von Sequenzen, die man aus Corynebacterium glutamicum iso- 
liert (d. h. SEQ ID NR. 1), erzeugen, in dem man diese Sequenzen durch orlsgerichtele Mulagenese modifiziert oder 
nach Ruckiibersetzung des entsprechenden Polypeptids mit dem genetischen Code eine chemische Totalsynthese aus- 
fuhrt. 

45 Diese Polynucleotidsequenzen konnen am besten in Form von Genkonstrukten zur Transformation von Wirtsorganis- 
men, vorzugsweise von Mikroorganismen, eingesetzt werden. Diese Genkonstrukte bestehen zumindest aus einer Kopie 
cincs der Polynucleotide zusammen mit zumindest cincr regulatorischen Sequenz. Rcgulatorischc Sequenzen umfasscn 
Promotoren, Terminatoren, Verstarker und ribosomale Bindungsstellen. 

Bevorzugte Wirtsorganismen fur die Transformation mit diesen Genkonstrukten sind Corynebacterium- und Bacillus- 

50 Arlen, auch jeden eukaryontischen Mikroorganismus kann man dafur einsetzen, vorzugsweise Hefestamme der Gattung 
Ashbya, Candida, Pichia, Saccharomyces und Hansenula. 

Ein weiterer Teil der Erfindung besteht im HerstellungsprozeB fur Pyrimidine und Pyrimidinderivate mit Hilfe der 
Kultivierung eines Wirtsorganismus, der in der oben beschriebenen Art transformiert ist, und in der nachfolgenden Iso- 
lierung der Pyrimidine. Unter einem Pyrimidinderivat versteht man eine Verbindung mit einem Pyrimidinring, das sich 

55 dadurch hcrstcllen laBt, daB man einen Wirtsorganismus mil einem der der hicr vorlicgendcn Erfindung entsprechenden 
Polynucleotide transformiert. 

Die Verfahren und Vorgehensweisen zur Kultivierung von Mikroorganismen und zur Isolierung von Pyrimidinen aus 
einer rnikrobiellen Produktion sind dem gcschultcn Personal gclaufig. 

Die folgenden Beispiele beschreiben, wie die Erfindung entstand und ihre Anwendung bei der gentechnischen Vferan- 
60 derung von Mikroorganismen zur erhohten Produklionsleistung von Pyrimidinnucleotiden und/oder verwandten Verbin- 
dungen. 

Bcispicl 1 

65 Darstellung einer Genombibliothek aus Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 

DNA aus dem Genom von Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 laBt sich nach Standardmethoden gewinnen, 
die bereits beschrieben sind, z. B. von J. Altenbuchner und J. Cullum (1984, Mol. Gen. Genet. 195: 134-138). Die Ge- 
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nombibliothek laBt sich nach Standardvorschrifien (z. B.: Sambrook, J. ct al. (1 989) Molecular cloning: a laboratory ma- 
nual, Cold Spring Harbor Laboratory Press) mit einem beliebigen Klonierungsvektor herstellen, z. B. pBluescript II KS- 
(Stratagene) oder ZAP Express™ (Stratagene). Dabei kann man jede beliebige FragmentgroBe benutzen, vorzugsweise 
Sau3AI-Fragmente inil einer Lange von 2-9 kb, die sich in Klonierungsvekloren rail verdautem BamHI einbinden las- 
sen. 

Beispiel 2 

Analyse der Nuclcinsaurcsequenz der Gcnombibliothck 

Einzelne E. coli-Klone kann man aus der im Beispiel 1 dargestellten Genombibliolhek auswahlen. E, coli-Zellen wer- 
den nach Standardvorfahren in geeigneten Medien kuluvierl (z. B. LB erganzt mit 100 mg/1 Ampicillin), und danach laBt 
sich die Plasmid-DNA isolieren. Klont man Genomfragmente aus der DNA von Corynebacterium glutamicum in pBlu- 
escript II KS- (siehe Beispiel 1), laBt sich die DNA mit Hilfe der Oligonucleotide 5-AAXTAACCCTCAC-TAAAGGG- 
3' und 5-GTAATACXJACTCACTATAGGGC-3' sequenzieren. 

Beispiel 3 

Computeranalyse der Sequenzen der isolierten Nukleinsauren 

Die Nucleotidsequenzen lassen sich z. B. mit Hilfe des BLASTX-Al-gorithmus (Altschul etal. (1990) J. Mol. Biol. 
215: 403-410) aneinanderfugen. Auf diesem Weg kann man neuartige Sequenzen entdecken und die Funktion dieser 
neuartigen Gene aulklaren. 

Beispiel 4 

Identifizierung eines E. coli-Klons, der das Gen fur die Dihydroorotat-Dehydrogenase (EC 1.3.3.1) enthalt 

Bei der Analyse der E, coli-Klone, wie sie im Beispiel 2 beschrieben wurde, an die sich die im Beispiel 3 beschriebene 
Analyse der dabei erhaltenen Sequenzen anschloB, ergab sich eine Sequenz, wie sie mit SEQ ID NR. 1 beschrieben ist. 
Bei der Anwendung des BLASTX-Algorithmus (siehe Beispiel 3) ergab diese Sequenz Ahnlichkeil mit der Dihydrooro- 
tat-Dehydrogenase (PyrD; EC 1.3.3.1) aus verschiedenen Organismen. Die groBte Ahnlichkeit war mit der Dihydrooro- 
tat-Dehydrogenase aus Mycobacterium leprae gegeben (SWISSPROT P46727; 67% Ubereinstimmung auf der Stufe der 
Aminosauren). 

Beispiel 5 

Der Einsatz des Gens fur die Dihydroorotat-Dehydrogenase (pyrD) aus Corynebacterium glutamicum zur Produktion 
von Pyrimidin und/oder mit Pyrimidin verwandten Verbindungen 

Das Gen fur die Dihydroorotat-Dehydrogenase aus Corynebacterium glutamicum kann man mit Hilfe geeigneter Klo- 
nierungs- und/oder Expressionssysteme in das Corynebacterium glutamicum oder in einen beliebigen anderen Mikroor- 
ganismus einfuhren. Es lassen sich gentechnisch veranderte Mikroorganismen herstellen, die sich vom Wildtyp in der 
Aktivitat oder der Anzahl der Kopien der Gene unterscheiden. Diese neuartigen, gentechnisch veranderten Stamme kann 
man zur Produktion von Pyrimidin und/oder mit Pyrimidin verwandten Verbindungen einsetzen. 
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(1) Anmelder: 

(A) Name: 

(B) Strafce: 

(C) Stadt: 
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BASF-LYNX Bioscience AG 

Im Neuenheimer Feld 515 
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(2) Titei: Die Sequenz der Dihydroorotat-Dehydrogenase aus 

Corynebacteri twi glutamicum und deren 

Einsatz zur mikrobiellen Produktion von Pyrimidinen 

und/oder mit Pyrimidin verwandten Verbindungen 

(3) Anzahl der Sequenzen: 2 

(4) Art der vom Computer lesbaren Form: 



(A) Datentrager: 

(B) Computer: 

35 (C) Betriebssystem: 

(D) Software: 



Diskette 

IBM PC kompatibel 
Windows NT 

Microsoft®word 97 SR-1 
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(I) Angaben zur SEQ ID NR. 1: 
(1) Sequenzcharakteristika: 



(A) Lange: 

(B) Art: 

(C) Strangtyp: 

(D) Topologie: 

(2) Art des Molekuls: 

(3) hypothetisch: 

(4) Antisense: 



966 

Nucleinsaure 
Doppelstrang 
linear 

DNA 

nein 

nein 
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(5) Herkunft: 

(A) Organismus: Corynebacterium glutamicum 

(6) Beschreibung der Sequenz: SEQ ID NR. 1: 

ATGGAAAAAATCATCGCAGTGCACGATGATTCCCTCTCCCAGGAAGTCTTCGGCGTCACCTTCCC 
ACGACCACTAGGCCTCGCCGCAGGTTTCG 

TTGGATTCGGATACGCCGAACTTGGCACCGTCACCGCCTCCCCACAGCCAGGAAACCCCACCCCG 

CGCCTTTTCCGCCTGCCTGCCGACAAAGCTATCTTGAACCGCATGGGATTCAACAACCTGGGTC 

AGCAGAAGTCGCAAAAAACCTGCGCAACCGGAAATCCACCGATGTCATCGGCATCAACATCX5GTA 

AAACCAAAGTGGTTCC03CTGAACACGCAGTAGATGACTACCGCCGTTCTGCATOT 

GATCTTGCTGATTACCTGGTTGTCAACGTTTCCTCCCCCAACACTCCGGGTCTCCGCGATCTGCA 

GGCTGTGGAATCTTTGCGACCAATCCTCGCCGCAGTGCAGGAATCCACCACCGTCCCAGTCTTGG 

TGAAAATCGCACCAGACCTCTCCGACGAAGACATCGACGCCGTAGCTGACCTGGCAGTTGAGCTC 

AAACTCGCCGGAATCGTAGCCACCAATACCACCATTTCGCGCGAAGGCCTCAACACTCCTTCAGG 

TGAAGTCGAAGCCATGGGTGCTGGCGGAATCTCCGGTGCTCCAGTAGCAGCCCGATCTTTGGAGG 

TACTCAAGCGCCTCTACGCACGGGTAGGCAAAGAGATGGTGTTGATCTCTGTCGGTGGCATCAGC 

ACCCCTGAGCAAGCCTGGGAACGCATCACCTCCGGCGCAACCCTTCTGCAGGGATACACCCCATT 

CATCTACGGTGGCCCCGATTGGATCAGAGATATCCACCTTGGTATCGCCAAGCAGCTGAAAGCTC 

ACGGTCTGCGCAACATCGCTGACGCTGTGGGCAGCGAATTGGAGTGGAAGAACTAA 

(I) Angaben zur SEQ ID NR. 2: 

(1) Sequenz char akteristika: 

(A) Lange: 322 

(B) Art: Aminosaure 

(C) Strangtyp: eine Kette 

(D) Topologie: linear 

(2) Art des Molekuls: Aminosaure 

(3) hypothetisch: nein 

(4) Antisense: nein 

(5) Herkunft: 

(B) Organismus: Corynebacterium glutamicum 

(6) Beschreibung der Sequenz: SEQ ID NR. 2: 

MEKIIAVHDDSLSQEVFGVTFPRPLGLAAGFDKNASMA^ 
RL FRLP AD KAILNRMG FINING AA^ 
DLADYLVVIWSSPNTPGLRDLQAVESLRPILAAVQE 

KLAG I V ATNTT I SREGLNTPSGEVEAMGAGGI SG APVAARSLEVLKRL Y ARVGK EMVL I S VGG I S 
TPEQAWERITSGATIXQGYTPFIYGGPDWIRDIHIXSIAKQIJCAHGLRNIADAVGSELEWra 

Palcnlanspriichc 

1. Ein Polypeptid mit Dihydroorotat-Dehydrogenaseakti vital, das aus der folgenden Gruppe ausgewahlt wi 
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(a) ein Polypcptid mit cincr Aminosauresequcnz, wie sic in dcr SEQ ID NR. 2 bcschricbcn ist, 

(b) ein Polypeptid, das im Vergleich zu (a) durch Deletion, Insertion oder Substitution einer oder mehrerer 
Aminosauren verandert ist 

2. Ein Polynucleotid, das ein dem Anspruch 1 entsprechendes Polypeptid kodiert. 
5 3. Ein Genkonstrukt, das zumindest aus einer Kopie eines dem Anspruch 2 entsprechenden Polynucleotids zusam- 

mcn mit zumindest einer rcgulatorischcn Scqucnz bestcht. 

4. Ein Wirtsorganismus, der mit einem dem Anspruch 3 entsprechenden Gen transformiert ist. 

5. Ein ProzeB zur Produktion von Pyrimidinen und Pyrimidinderivaten, bei dem ein dem Anspruch 4 entsprechen- 
dcr Wirtsorganismus kultiviert und in dcr Folge das tyrimidin oder das Pyrimidindcrivat isolicrt wird. 
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Abstract 



A Corynebacterium glutamicum dihydroorotate dehydrogenase polypeptide (I) is new. (I) comprises a 322 
residue amino acid sequence, fully defined in the specification, or its variant having deletions, insertions or 
substitutions. Independent claims are also included for the following: (1) a polynucleotide encoding (I); (2) a 
vector comprising at least one copy of the polynucleotide of (1) and at least one regulatory sequence; (3) a 
host organism transformed with a gene corresponding to the vector of (2); and (4) a process for producing 
pyrimidines and pyrimidine derivatives, comprising culturing the organism of (3). 
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